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模板基因候选序列的转基因
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摘
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要!研究采用
A

JKULPK%!"%

穿梭质粒和
YLKEE"E

菌株!侵染不同品种玉米成熟胚诱导的愈伤组织!以

构建玉米端粒酶
R@K

候选序列的转基因鉴定体系'构建了两个含有玉米端粒酶
R@K

的
A

JKULPK%!"%

穿梭质

粒!一个携带模板区正常的玉米端粒酶
R@K

候选序列"野生型$!另一个携带模板区定点突变处理的端粒酶
R@K

候

选序列"突变型$!然后分别侵染甜玉米成熟胚诱导的愈伤组织!也同样分别侵染糯玉米成熟胚诱导的愈伤组织'结

果表明(在愈伤组织培养中!甜玉米的愈伤诱导率在
E"X

左右!而糯玉米的愈伤诱导率高达
F"X

#在抗性筛选培养基

上已成功获得抗性愈伤组织!经
dJR

鉴定愈伤组织基因组中分别含有正常和突变的目的片段!这表明成功构建了玉

米端粒酶
R@K

候选序列的转基因鉴定体系!为进一步鉴定相关候选序列提供有效的技术方法'

关键词!甜玉米#糯玉米#端粒酶
R@K

模板基因候选序列#农杆菌介导法#抗性愈伤组织
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端粒是真核细胞线性染色体末端由核酸和端粒

结合蛋白所构成的特殊结构#其中核酸部分由富含

鸟嘌呤的重复序列串联而成#对稳定染色体发挥作

用'

%

(

%细胞每进行一次分裂#端粒就会丢失部分碱

基#当端粒长度缩短到临界值时#细胞分裂就会停止

并出现衰老和死亡#故端粒被称为细胞的/有丝分裂

钟'

$

(

0%端粒在保护染色体末端)引导同源染色体配

对)保证
S@K

复制完整等方面起着重要作用%

端粒酶是一种由端粒酶
R@K

组分)端粒酶相

关蛋白和端粒酶催化亚基
!

部分组成'

!

(的核糖核蛋

白酶#它作为逆转录酶#参与端粒序列的合成%其中

端粒酶
R@K

组分是端粒酶作用的模板#利用端粒

酶的逆转录酶活性识别并结合到端粒末端序列上#

反转录延伸端粒缩短的序列加到染色体
!o

末端延

伸端粒长度%端粒酶催化亚基'

E

(是维持端粒酶活性

的核心成分之一#在永生化细胞中表现出高表达%

植物细胞共用一套端粒酶
R@K

模板基因序列#端

粒酶
R@K

模板基因序列尤为重要'

#

(

%如果改变端

粒酶
R@K

模板基因序列就会导致整个玉米基因组

端粒末端重复序列的改变#影响遗传物质的稳定性%

目前#尚未见有关玉米端粒酶
R@K

模板基因序列

克隆的报道#而现在的研究就是致力于这一方面%

本研究将玉米端粒酶
R@K

模板基因候选序列

插入
A

JKULPK%!"%

穿梭质粒#采用电击法'

D

(转化

农杆菌感受态细胞#以玉米端粒酶
R@K

模板基因
7

A

JKULPK%!"%7

农杆菌体系的形式侵染玉米成熟

胚诱导的愈伤组织#以构建玉米端粒酶
R@K

模板

基因候选序列转基因鉴定体系%玉米端粒酶
R@K

模板基因候选序列转基因鉴定体系的构建#为继续

鉴定候选序列提供了有效的方法%

!

!

材料与方法

%?%

!

材料

质粒)菌株及植物材料!

A

US%F78

#

A

JKULPK

%!"%

质粒)大肠杆菌
SO#

#

和农杆菌
YLKEE"E

由本

实验室提供#糯玉米)甜玉米购于杭州下沙农贸市场%
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玉米端粒酶
R@K

模板基因候选序列和端

粒酶
R@K

模板定点突变候选序列的扩增

!!

首先以玉米基因组作为模板#根据候选序列#用

eS@K5P5

软件设计引物#引物序列
dM

%

)

dR

%

)

d

!

)

d

E

#其中
dM

%

带有
'G=

(

酶切位点#

dR

%

带有
:

7

U

)

酶切位点%利用
dM

%

&

dR

%

作为引物#玉米基因组作

为模板进行
dJR

反应#获得野生型基因+以
dM

%

&

d

E

作为引物#野生型基因作为模板进行
dJR

反应获得

小片段序列+以
dR

%

&

d

!

作为引物#野生型基因作为

模板进行
dJR

反应获得大片段序列+以
dM

%

&

dR

%

作为引物#大片段和小片段序列等量混合作为模板

通过重叠延伸
dJR

法获得突变型基因#

dJR

产物

进行凝胶电泳%

%?!?$

!

玉米端粒酶
R@K

模板基因
7

A

JKULPK%!"%

体系的构建

!!

将野生型基因与突变型基因切胶回收#分别与

A

US%F78

连接#连接成功后转化大肠杆菌
SO#

#

感

受态细胞#震荡复苏培养后取菌液
%""GY

涂于含

KUd

终浓度为
%""

"

4

&

GY

的琼脂平板上#同时进

行菌落
dJR

鉴定#分别抽提野生型基因
7

A

US%F78

和突变型基因
7

A

US%F78

质粒进行双酶切鉴定#酶

切条带用
dJR

回收试剂盒回收#并将菌液送往上海

生工生物工程股份有限公司测序来确定野生型基因

和突变型基因%

对野生型基因
7

A

US%F78

)突变型基因
7

A

US%F7

8

)

A

JKULPK%!"%

同时双酶切#使用限制性内切酶

'G=

(

)

:

7

U

)

#回收酶切条带#连接野生型基因与

A

JKULPK%!"%

)突变型基因与
A

JKULPK%!"%

%

连接结束后转化大肠杆菌
SO#

#

感受态细胞#摇

菌#涂于含有
_,+

的
YL

板上#

!CZ

培养
%$0

%对连接

产物进行
dJR

菌落鉴定和双酶切鉴定#鉴定正确后采

用电击法转化农杆菌感受态细胞%

L3(7R,I

电击转化

仪参数为!

$̂ $#

"

M

#

4 $̂?EcM

#电击杯杯径
$?"GG

%
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农杆菌介导转化愈伤组织及抗性愈伤组织

的获得

%?!?!?%

!

农杆菌侵染液的制备

将携带
A

JKULPK%!"%

质粒"两种类型#分别

含有端粒酶
R@K

模板候选序列和定点突变的端粒

酶
R@K

模板候选序列$的农杆菌
YLKEE"E

从
B

F"Z

冰箱取出#在含
_,+

的
hTL

固体培养基上划

线#

$FZ

暗培养至长出
%GG

大小的单菌落#挑取单

菌落转接于含
_,+

的液体培养基#

$F"*

&

G3+

#

$FZ

振荡培养直至菌液浓度达到
NS

D""

"̂?#

左右'

C

(

%

%?!?!?$

!

愈伤组织的诱导及农杆菌转化

选择糯玉米)甜玉米作为组培材料#先将成熟玉

米种子浸泡在无菌双蒸水中#

EZ

放置
!D0

#种子表

面用
C"X

酒精消毒
!";

#无菌双蒸水冲洗
E

$

#

次#

再用
$X

次氯酸钠消毒
$?#G3+

#无菌双蒸水冲洗

E

$

#

次#最后在超净台上取玉米成熟胚#沿中轴切

成两份#切面置于诱导培养基上#

$FZ

暗培养#糯玉

米和甜玉米分别制备了
C

个诱导板#材料每
F

天继

代
%

次#共进行
!

次继代培养%

准备
$

个无菌平板#标记为
%

号和
$

号#收集愈

伤组织#每种处理选取
C

皿#每皿
!"

块愈伤组织#收

集愈伤组织#平均分配在
%

号和
$

号平板中%

%

号

平板倒入含野生型基因的农杆菌侵染液#

$

号平板

倒入含突变型基因的农杆菌侵染液#侵染时间为

%"G3+

#每隔
$G3+

震荡
%

次#

%"G3+

之后用滤纸吸

干菌液#共培养培养基"

K5

使用浓度为
%""

"

G(-

&

Y

$

培养
!I

%将愈伤组织转接于抗性愈伤筛选培养

基'

F7&

(

#每隔
%#I

将较新鲜的愈伤组织进行转接#直

到获得稳定生长的抗性愈伤组织%

%?E

!

抗性愈伤组织分子检测

整合到玉米
S@K

上的端粒酶
R@K

候选序列

两端携带了农杆菌的部分序列#根据整合的农杆菌

序列#用
eS@K5P5

软件设计上下游引物#引物序

列见表
%

%

d

#

&

d

D

扩增片段包含了端粒酶
R@K

候

选序列#扩增片段大小约在
%%""a

A

%分别对正常

!DC

第
#

期 郑
!

洁等!玉米端粒酶
R@K

模板基因候选序列的转基因鉴定体系研究



愈伤组织)含野生型基因的愈伤组织和含突变型基

因的愈伤组织的
S@K

进行分子检测%

表
!

!

转基因鉴定的引物序列

引物 核酸序列

d

#

#o788JK888WWKWKWKKJKJWW7!o

d

D

#o7JWJWJWK8KK888K8JJ8KW7!o

'

!

结果和分析

$?%

!

玉米端粒酶
R@K

模板基因候选序列和端粒

酶
R@K

模板突变基因候选序列的扩增

!!

成功从玉米基因组中获得端粒酶
R@K

模板基

因候选序列#并通过重叠延伸
dJR

法获得端粒酶

R@K

模板突变基因候选序列#对
dJR

产物进行电

泳鉴定%结果发现#在
U,*c1*C#"a

A

条带附近有

明显的目的条带#大小与预期的
F!&a

A

相符"图
%

$%

dJR

回收试剂盒回收片段分别与
A

US%F78

载体连

接得到重组质粒#并成功转化到大肠杆菌
SO#,

感

受态细胞中#经
dJR

)双酶切)

S@K

测序等鉴定方

法证明玉米野生型基因
7

A

US%F78

)玉米突变型基

因
7

A

US%F78

体系构建成功%

U

!

$#"a

A

S@KY,II1*U,*c1*

+

%?

目标片段+

$?

突变片段

!!

图
%

!

玉米端粒酶
R@K

模板基因候选和突变基因

候选序列
dJR

扩增结果

$?$

!

野生型基因
7

A

JKULPK%!"%

和突变型基因
7

A

JKULPK%!"%

体系构建

!!

经双酶切鉴定野生型基因
7

A

JKULPK%!"%

和突

变型基因
7

A

JKULPK%!"%

连接体系构建成功"图
$

$%

U

!

$#"a

A

S@KY,II1*U,*c1*

+

%?

目标片段和
A

JKULPK%!"%

片

段+

$?

突变片段和
A

JKULPK%!"%

片段+

!?

没加样品+

E?

阴性对照

!!!

图
$

!

野生型基因
7

A

JKULPK%!"%

)突变型

基因
7

A

JKULPK%!"%

双酶切结果

$?!

!

农杆菌介导转化愈伤组织及抗性愈伤组织的获得

$?!?%

!

不同品种玉米愈伤组织生长状况比较

接种在
@

D

诱导培养基上两个品种玉米成熟

胚#糯玉米成熟胚
$

$

!I

开始膨大#

#

$

DI

成熟胚

明显愈伤化%甜玉米成熟胚膨大较慢#愈伤化现象

不明显%以后随着生长期的延长#表现出不同的愈

伤化情况"图
!

$%

图
!

!

甜玉米成熟胚与糯玉米成熟胚愈伤诱导率比较

从图
!

中可以看出甜玉米的愈伤诱导率在

E"X

左右#而糯玉米的愈伤诱导率高达
F"X

%多次

重复实验可见#使用本研究的诱导培养基配方#甜玉

米成熟胚愈伤诱导率低并不是偶然现象#最终选定

糯玉米作为最佳组培材料%

$?!?$

!

组织培养结果

从图
E

中看出#成熟胚在诱导培养基上诱导出

愈伤组织#经过继代)农杆菌侵染)共培养)抗性筛选

几个过程#在筛选初期抗性愈伤组织出现短期死亡#

后期侵染成功的愈伤组织重新生长#两次继代最终

获得稳定生长的抗性愈伤组织%

%?

诱导培养愈伤组织+

$?

共培养愈伤组织+

!?

初期抗性筛选

愈伤组织+

E?

多次继代最终获得的抗性愈伤组织

图
E

!

各种类型愈伤组织培养结果

EDC
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$?E

!

抗性愈伤组织的分子检测

分子检测结果"图
#

$显示#在正常愈伤组织的

S@K

中检测不到目的条带#而在野生型和突变型愈

伤组织的
S@K

中检测到了目的条带#大小与预期

的
%%""a

A

相符#说明玉米端粒酶
R@K

模板基因

候选序列和定点突变的端粒酶
R@K

模板基因候选

序列成功转入对应的玉米愈伤组织的
S@K

中#玉

米端粒酶
R@K

模板基因候选序列转基因鉴定体系

构建成功%

U

!

%""a

A

S@KY,II1*U,*c1*
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玉米端粒是位于玉米染色体末端的串联重复序

列
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#在实验中构建两个体系#一

个是玉米端粒酶
R@K

模板基因候选序列转基因体

系#一个是对候选序列进行了定点突变的转基因体

系%在玉米端粒酶
R@K

模板基因候选序列转基因

体系中#端粒末端的串联重复序列仍为
#o7887

8KWWW7!o

#而在候选序列定点突变的转基因体系

中#端粒末端重复序列变为
#o78888WWW7!o

%比

较两个体系愈伤组织全基因组
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#分析两个体系

中端粒序列的变化是否与预期的结果一致%同时比

较两个体系愈伤组织端粒酶活性#在酶促体系中不

提供
IK8d

的情况下#重复序列
#o7888KWWW7!o

因为缺少
IK8d

无法延伸#而
#o78888WWW7!o

能

够延伸%成功构建端粒酶
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模板基因候选序列

!

转基因鉴定体系#为继续鉴定候选序列奠定了坚实

基础#也对转基因玉米的研究拓宽了思路%

本实验发现以甜玉米做为植物材料#成熟胚愈

伤诱导率在
E"X

左右#而糯玉米成熟胚愈伤诱导率

高达
F"X

#可见不同品种玉米愈伤组织诱导需要的

培养基成分及
A

O

值存在差异#选择最佳组培材料

给实验的顺利进行节省了大部分时间%
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